











































































ス の解 析 結 果 は そ の 考 え を ほ ぼ支 持 して いる(Luetal.,1999;Liuetal.,2001)。
【研究 目的】
現在、問題となっているのは、nodalの発現以前の左右非対称シグナル伝達経路の、動





り、ニワ トリ胚か ら得られた知見が、そのまま他の綱の脊椎動物 にあてはまるとは限 らな
いことが分かってきた。他方で、上述のinv,ivのマウス原因遺伝子が解明されたが、その
遺伝子が コー ドするタンパク質の性状が、少な くともツメガエル胚のinv遺伝子の場合に
は、マウス胚のそれとは大きく異なっていることが分かった(Yasuhikoetal.,2001)。
そこで我々は、n左右性の分子機構において一番進化的に保存されていて大事なことnと
して、nodalの左右非対称な発現に着 目した。nods臆伝子は上述のよ うに、ペプチ ド性
成長因子の大きなfamilyを形成するTGF-betasuperfamilyに属する分泌性シグナル分


































特異的な発現が消失 した。 これ ら二つのことから、TGF-beta5がXnr-7の発現に必要であ
ることが示唆された。TGF-beta5に対するアンチセンス核酸の注射の結果、網膜の分化が

















初期～後期神経胚の側板 に注射 したところ、左側板に注射 した場合 にも、右側板 に注射 し





































茂木 和枝、竹 内 重夫、豊泉 龍児



























ツメガエル胚の ・/`.臆伝子は6つあ り、中胚葉誘導におけるその生理活性は類似 してい
るので、アンチセンス核酸法でXηr-1のみの翻訳阻害を行った場合に、原腸形成に大きな





















10nl、4細胞期または8細胞期の1割球 に注射 した。その結果、4細胞期 と8細胞期のいず
れの場合にも、左側割球にXnr-1MOを注射 した場合に45%以上の胚に内臓逆位を生 じ
た。詳細な実験結果を図1-1に示 した。腹側左割球 に注射 した場合には、4-8細胞期を通
じて、61%以上の胚に内臓逆位を生 じた。一方で、右側割球にXnr-TMOを注射 した場合




集計 したものである。これとは別に、心臓または腸管 について、isomerism、即ち 器官
形態が左右非対称性を示さず左右相称であったもの、を集計 した。興味深いことに、Xnr-






れる。 しか しなが ら、側板におけるNodal蛋白質の作用は、Xnr-1単独で担われることが










最近、nod∂臆 伝子が中枢神経系形成 に関与することが示 されつつあるので、後述の脳
神経系の左右非対称性について、noda臆伝子のMorpholinooligo.を注射 した胚につい









































球 に注射 した場合に限 り、高頻度で内臓逆位胚を得た。また、背側植物局側左割球注射の








unitの生殖腺刺激ホルモンを注射 し、飼育水を満た したケ0ジ で交配させて有精卵を得
















































































































図2-2=正 常 な尾 芽胚 にお け るTGF-betasmRNAの両 側 性 の 発 現(左 図)と、右 側 にTGF-
betasMOを注 射 した 胚 に お け る右 側 で のTGF-beta5mRNA発現 の 消 失(右 図)。TGF-



















































































































































































【実験 方 法 】
基 本 的 に は第 一 部 と 同 じ方 法 を用 いた 。TGF-betasmRNAの胚 内で の 局 在 を検 出 す る た
め のwhole-mountinsituhybridizationの方法 は 、Harlandの方 法(1991)に若 干 の 改
良 を加 えた 方 法 で 行 った 。TGF-beta5cDNAのク ロ ー ン はHarvard大学 のDr.Douglas
A.Meltonから恵 与 して 頂 いた 。 これ をTEbufferで溶 出 し、Supergoldcompetent
cell(Stratagene社)に形 質 転 換 させ て 増 幅 、 ア ル カ リ溶 出法 で精 製 し鋳 型 と した 。 鋳 型
cDNAをlinealizeした 後 に、digoxigenin標識 キ ッ ト(Roche)を用 いてUラ ベ リング を 行
いな が らRNA合成 を 行 い、antisense鎖を鋳 型probeとした 。controlとして標 識 した
senseRNA鎖を用 いた が これ は染 色 され な か った 。
野 生 胚 やTGF-bet∂5MO注射 胚 をMEMFA溶液 中 で室 温 で1時 間 固 定 した 。 これ をTBST
で洗 浄 後 、 メ タ ノ ール で 脱 水 し、Harlandの方 法(1991)をも と にwhole-mountinsitu
hybridizationを行 った。 染 色 後 の胚 は 、0.1%Tween20を含 むPBS一溶 液 で 洗 浄 し、 写




Proprotelnconvertase阻害 剤 の左 右 性 へ の 影 響
TGF-betasuperfamilyは、脊椎動物の胚発生のあらゆる局面で多彩な機能を発揮する分





























チーフを模倣 したペプチ ドアナログである阻害剤2種類を微量注入することで検討 した。
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【実験結果】












のリガン ドの、プロ ドメイン部分のプロセッシングによる活性化が関連 していることも示



































































































【実験 方 法 】
Toyoizumietal.(2000)と同 じ方法 で 、卵 膜 を剥 いたstage13-18のア フ リカ ツ メガ
エ ル 神 経 胚 の 側 面 中央 部 の 皮 下 に、 ヘ キ サ アル ギ ニ ン(H-(D)RRRRRR-NH2)もしくは
Decanoyl-RVKR-chloromethyiketoneの2種類 のSPCinhibitorの水 溶 液 を注 入 した 。
注 射 に際 して は、 生 体 染 料 のNileBlueを最終 濃度7%で 混 和 し、注 射 の左 右 性 をチ ェ ツク





いたが、その分子機構に関 してはその後、約80年にわた り、全 く手掛かりがなかった。
間脳第三脳室の最も背側に位置する手綱核 ～ucfeushabenularis(habenula)という神経
核は、特定の両生類で、一見 して判別出来るほど著 しく左右非対称であることが知 られて
いる。例えば、アカガエル科Rana属のウシガエルでは、左側が右側の(最大断面積にして)
2倍大きい(豊泉,未発表)。ウシガエルの幼生並びに成体 において、左側の手綱核は2室
または3室 に分室 し中隔をもつが、右側は1室 である。分子生物学的な解析に適 したモデ
ル動物である 両生類 ピパ科Xenopus属のアフリカツメガエルの手綱核は、残念ながら、幼










の脳は、手綱核を含めて ほぼ完全に左右対称である。0方 、Rana属の力エルやイモ リの
手綱核は、変態期を境 に終生左右非対称なので、両生類手綱核の分子発生学的研究は、
「脳の左右学」 にゼブラフィッシュとは異なった寄与をすると期待される。アフ リカツメ















産物が得られた場合に0こ のバ ン ドを切 り出 し、アガロ0ス ゲルか らPCR産物を抽出 し
た。(予想されたサイズと異なるサイズの増幅産物は、通常は非特異的増幅産物であるの
でeこ れは破棄 した。)これをpGE-TcloningvectorにBigati●nさせた後に、BigDye
termlnatorkltを用いたcyclesequence法によ り、塩基配列を決定 した。得 られた塩基
配列は、DDBJやNCBIなどの遺伝子登録バンクのデ・一タベースをもとにBLAST解析を行






たdegeneratePCR法によ リイモ リ ・'/.E',連遺伝子をクローニングすることを行い、C末
端側の262塩基の部分塩基配列を決定 した。塩基配列決定 には、ηoda網同遺伝子の
c1●neと思われた25個のcbneのうち、23個分のcbneを用いた。multiplealignment
























この 遺 伝 子 を ア カハ ラ イ モ リの 学 名 を も と にCynopspyrrhogasternndal-related1
(Cynr-7)と名付 ける こ と に した 。 推 定 ア ミ ノ酸 配 列 を も と に したBLAST検索(BLASTx)
の結 果 、Cynr-1はzebrafishnods'related-2(ndr2;(:yclopsと同一)や 、 ツ メ ガ エ ル
の6つ のnodal関連 遺 伝 子 の うちのXnr-7と最 も相 同 性 が 高 く、(;yclopsとは79%,Xnr-7
と も79%の 相 同性 を推 定 ア ミノ酸 配 列 レベ ル で 有 して いた 。Cyclops,Xnr-7とも に左 側
板 特 異 的 に発 現 し、 しか も(;yciopsは間脳 の 一 部 領 域 の 左 側 の み に一 過 的 に発 現 す る こ と
が 知 られ て いる 。 古 くか らの 形 態 学 的 な 知 見 と以 上 の 結 果 か ら、(ynr-7がイ モ リ胚 間 脳
手綱 核 に左 右 非 対 称 に発 現 す る 可能 性 が 高 いの で 、現 在 はins'tohybridization法を用
い てCynr-1mRNAの発 現 パ タ ー ン を調 べ て い る 。今 後 は 、 同 じdegenerateprimer
pairを用 いて 、Ranacatesbeiana(ウシガ エ ル)のnodalのク ロー ニ ング と 、RACE法に
よ るCynr-1のORF全長 の塩 基 配 列 の 決 定 を行 う予 定 で あ る 。
一31一







Proprotelnc◎nvertase阻害剤を側板 に注射 した結果、非常に高頻度 に内














るがe実 はそのORF全長は単離されておらず0ゲ ノムか らの転写調節の観点
でのCnr1の研究 もな されていない。またニ ワ トリのゲ ノムプロジエク トは
家禽 としての有用性 にもかかわ らず動 いてお らずeニ ワ トリ胚の!/.が い






を比較 した時 に、どこが異なるのであろうか?興 味とや りたいことは尽きな
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